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VECTEURS ADENOVIRALS DEFECTIFS ET UTILISATION EN THERAPIE 6ENIQUE 

La prfsente invention concerne de nouveaux vecteurs viraux, leur preparation 
et leur utilisation en th&apie gdnique. Elle concerne ggalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particuli^rement, la pr6sente 
5 invention concerne des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la th£rapie 
genique. 

La thdrapie genique consiste k corriger une d&icience ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information gdnetique 
dans la cellule ou 1'organe affecte. Cette information gdndtique peut £tre introduke soh 

10 in vitro dans une cellule extraite de 1'organe, la cellule modifide 6tant alors rfintroduhe 
dans l ! organisme, soit directement in vivo dans le tissu approprte. Dans ce second cas, 
diffdrentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.ViroL 1 
(1967) 891), d'ADN et de prot&ies nucieaires (Kaneda et aL, Science 243 (1989) 

15 375), d'ADN et de lipides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), I'emploi de 
liposomes (Fraley et al., LBioLChem. 255 (1980) 10431), etc. Plus rfcemment, 
I'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une 
alternative prometteuse k ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
differents virus ont 6ti testis pour leur capacity k infecter certaines populations 

20 cdhilaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc), le vims HSV, les 
vims addno-assod^s, et les adenovirus. 

Parmi ces vims, les adenovirus pr&entent certaines propri6t6s intdressantes 
pour une utilisation en th&apie genique. Notamment, ils ont un spectre dlidte assez 
large, sont enables dlnfecter des cellules quiescentes, ne slntegrent pas au genome de 
25 la cellule infectee, et n'ont pas €ti assoctes k ce jour k des pathologies importantes 
chezFhomme. 

Les adenovirus sont des vims k ADN double brin lin6aire d'une taille de 36 kb 
environ. Leur genome comprend notamment une sequence inversee repetee (TTR) k 
leur extremite, une sequence d'encapsidation, des g&nes precoces et des g&nes tardifs 
30 (Cf figure 1). Les principaux genes prfcoces sont les genes El (Ela et Elb), E2, E3 et 
E4. Les principaux genes tardifs sont les genes LI k LS. 

Compte tenu des propriet6s des adenovirus mentionnees d-dessus, ceux-ci 
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ont deja 6t6 utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, diflFdrents vectors 
derives des adenovirus ont 4t6 prepares, incorporant differents gtoes (6-gaI, OTC, a- 
1 AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, I'addnovxrus a ete modifie de 
mani&re £ le rendre incapable de replication dans la cellule infect£e. Ainsi, les 

5 constructions ddcrites dans Tart anterieur sont des adenovirus deletes des regions El 
(El a et/ou Elb) et 6ventuellement E3 au niveau desqueQes sont ins£r£es les sequences 
d'ADN hdtdrologue (Levrero et al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al., 
Gene 50 (1986) 161). Ndanmoins, les vecteurs dterits dans Tart anterieur prtsentent 
de nombreux inconv&rients qui limhent leur exploitation en thdrapie genique. En 

10 particulier, tous ces vecteurs component de nombreux genes viraux dont I'expression 
in vivo n'est pas souhahable dans le cadre d*une thdrapie genique. De phis, ces vecteurs 
ne permettent pas Incorporation de fragments d'ADN de tr&s grande taille, qui 
peuvent etre nteessaires pour certaines applications. 

La pr&ente invention permet de remddier & ces inconv6nients. La prdsente 
15 invention d6crit en effet des adenovirus recombinants pour la th£rapie genique, 
capables de transferer de mani&re efficace de l'ADN (jusqu'i 30 kb) in vivo, d'exprimer 
k des niveaux eiev6s et de maniere stable cet ADN in vivo, en limitant tout risque de 
production de proteines virales, de transmission du virus, de pathogenicity etc. En 
particulier, il a ete trouve qull est possible de reduire considerablement la taille du 
20 genome de 1'adenovirus, sans empecher la formation d*une particule virale encapsidee. 
Ced est surprenant dans la mesure oft il avait ete observe dans le cas d'autres virus, 
par exemple des retrovirus, que certaines sequences distribuees le long du genome 
etaient necessaires pour une encapsidation efficace des particules virales. De ce fait, la 
realisation de vecteurs poss&dant dimportantes deletions internes etait fortement 
25 limkee La presente invention montre egalement que la suppression de 1'essentiel des 
genes viraux n'empSche pas non phis la formation d*une telle particule virale. De plus, 
les adenovirus recombinants ainsi obtenus conservent, en depit des modifications 
importantes de leur structure gdnomique, leurs proprietes avantageuses de fort 
pouvoir infectieux, de stabilhe in vivo, etc. 

30 Les vecteurs de Invention sont particuli&rement avantageux puisqulls 

permettent l'incorporation de sequences d'ADN decrees de tr£s grande taille. D est 
ainsi possible dlnserer un gene d'une longueur superieure & 30 kb. Ceci est 
particuUerement interessant pour certaines pathologies dont le traitement nteessite la 
co-expression de plusieurs g£nes, ou I'expression de tr£s grands genes. Ainsi par 
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exemple, dans le cas de la dystrophic musculaire, il n'etait pas possible jusqu'4 present 
dc transferer 1'ADNc correspondant au gtne natif responsable de cette pathologie 
(ghne de la dystrophine) en raison de sa grande taille (14 kb). 

Lcs vecteurs de Knvention sont egalement trfes avantageux puisqtfls 
poss&lent trts peu de regions virales fonctionnelles et que, de ce fth, les risques 
inh&ents k hitilisation de virus comme vecteurs en th&apie g&uque tels que 
limmunogdnichi, la pathogenicity la transmission, la replication, la recomhmaison, etc 
sont fortement r&luits voire supprim&. 

La prtsente invention fournit ainsi des vecteurs viraux particulidrement 
adapts au transfert et & l'expression in vivo de sequences d'ADN desWes, 

Un premier objet de la pr&ente invention concerne done un adenovirus 
recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence pennettant Tencapadation, 

- une sequence d'ADN heterologue, 
et dans lequd : 

- le gdne El est non fonctionnd et 

- au moins un des gines E2, E4, L1-L5 est non fonctionneL 

Au sens de la prisente invention, le terme "adenovirus defectiF designe un 
adenovirus incapable de se rtpliquer de fefon autonome dans la cellule dble. 
Generalement, le genome des adenovirus defectifi selon la prtsente invention est done 
depourvu au moins des sequences necessaines k la replication dudh virus dans la cellule 
infectee. Ces regions peuvent etre soit eiiminees (en tout ou en partie), soh rendues 
non-fonctionnelles, soh substituees par d'autres sequences et notamment par la 
sequence d'ADN heterologue. 

Les sequences inversees rfpetees (ITR) constituent 1'origine de replication des 
adenovirus. Elles sont localisees aux extremhes 3* et 5' du genome viral (Cf figure 1), 
d'od elles peuvent fitre isolees aisement selon les techniques classiques de biologie 
moieculaire connues de Fhomme du metier. La sequence nudeotidique des sequences 
ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la Ihterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 et CAV2). 
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Conccrnant 1'adenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond k la 
region comprenant les nucleotides 1 k 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est n6cessaire 
5 k l'encapsidation de I'ADN viral. Cette region doh done fitre prtsente pour permettre la 
preparation d'adenovirus recombinants defectifi selon Invention. La sequence 
d'encapsidation est localise dans le genome des adenovirus, entre 1TFR gauche (5*) et 
le g&ne El (Cf figure 1). Elle peut £tre isoiee ou synth£ttsfe ardfideDemeat par les 
techniques dassiques de biologie mol6culaire. La sequence nuddottdiques de la 
10 sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
AdS) est ddcrite dans la Iht&ature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAV1 
et CAV2). Concernant 1'adenovirus AdS par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond k la region comprenant les nucleotides 194 k 358 du genome. 

H existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les propridtes 
15 varient qudque peu. Neanmoins, ces virus pr6sentent une organisation gdnetique 
comparable, et les ensdgnements d6crits dans la prgsente demande peuvent £tre 
aisdment reproduks par Fhomme du metier pour tout type d'adenovirus. 

Les adenovirus de IHnvention peuvent £tre d'origine humaine, animale, ou 
mfacte (humaine et animale). 
20 Concernant les adenovirus d'origine humaine, on. pre&re utiliser ceux dasses 

dans le groupe C. Plus prefereniiellement, parmi les differents serotypes d'adenovirus 
humain, on prefSre utiliser dans le cadre de la prdsente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

\ Comme indique phis haut, les adenovirus de Hnvention peuvent egalement 
25 fitre d'origine animale, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables dlnfecter avec une grande efficadte les cellules humaines, et qu^ls sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesqudles Qs ont ete testes 
(Cf demande FR 93 0S954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
30 d'origine animale ne sont nullement trans-compiementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui eiimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d"un adenovirus humain, pouvant conduire k la formation d*une particule 
infectieuse. L*utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origine animale est 
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done particulifcrement avantageuse puisque les risques inhfrents k Itailisation de virus 
comme vecteurs en thdrapie gdnique sont encore plus ftibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la pr&ente 
invention peuvent fitre d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., 
5 Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore sunienne (exemple : SAV). 
Phis particuHerement, parmi les adenovirus aviaires, on peut cher les serotypes 1 & 10 
accessibles k l'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH.2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-ll (ATCC VR-921) ou encore les 
10 souches rlffirencfes ATCC VR-831 k 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 
utQiser les diflterents serotypes connus, et notamment ceux dispombles k l'ATCC (types 
1 i 8) sous les rfffrencesATCC VR-313, 314, 639^42, 768 et 769, On peut 
egalement cher les adenovirus murins FL (ATCC VR-550) et E20308 (ATCC VR- 
528), raddnovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR-1340); 
Fadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus referencee k l'ATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les difftrents adenovirus d'origine animate, on utilise 
dans le cadre de {'invention des adenovirus ou des regions d'adenovirus d'origine 
canine, et notamment toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovirus canins ont fait l'objet de 
nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAV1 et CAV2 ont et6 decrites dans Tart anterieur (Spibey et al., J. Gen. 
ViroL 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences ITR ont 6t6 clones 
et sequences (voir notamment Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241; lime, Virus 
Res. 23 (1992) 1 19, WO 91/1 1525). 

Comme indique ci-avant, les adenovirus de la presente invention component 
une sequence d'ADN heterologue. La sequence d'ADN heterologue designe toute 
sequence d'ADN introduce dans le virus recombinant, dont le transfert et/ou 
l'expression dans la cellule cible est recherchee. 

En particulier, la sequence d'ADN heterologue peut comporter un ou 
plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou phisieurs genes codant pour des peptides 
antigeniques. 
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Les g&nes thfrapeutiques qui peuvent ainsi etre transf&^s sont tout g&ie dont 
la transcription et iventuellement la traduction dans la cellule able gln&rent des 
produits ayant un effet th&apeutique. 

H peut s'agir en particulier de genes codant pour des produits protfiques 
5 ayant un effet th&apeutique. Le produit prot&que ainsi codi peut €tre une protfine, 
un peptide, un acide amind, etc. Ce produh protdique peut Stre homologue vis-i-vis de 
la cdhile able (c'est-i-dire un produit qui est normalement exprimi dans la cellule 
cible lorsquc celle-ci ne pr&ente aucune pathologie). Dans ce cas, l'expression dHme 
protfine pennet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 

10 l'expression d*une protfine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, 
ou encore de surexprimer ladite prot&ne. Le gene thfrapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d'une prot6ine cellulaire, ayant une stability accrue, une activity modifife, 
etc. Le produit protfique peut dgalement etre h&6rologue vis-i-vis de la cellule able. 
Dans ce cas, une prot&ne exprim6e peut par exemple completer ou apporter une 

15 activity dtJficiente dans la celhile lui permettant de hitter contre une pathologie. 

Parmi les produits thdrapeutiques au sens de la prtsente invention, on peut 
citer plus particufigrement les enzymes, les ddriv6s sanguins, les hormones, les 
tymphokines : interieukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les fecteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs pr&urseurs ou enzymes de synthase, les 

20 fecteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, etc; 
les apolipoprotfines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125X la dystrophine ou 
une minidystrophine (FR 9111947), les g&nes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, 
RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les gdnes codant pour des fecteurs impliqufc 
dans la coagulation : Facteurs VII, VIII, DC, etc. 

25 Le g&ne th&apeutique peut Igalement 6tre un ginc ou une sequence antisens, 

dont rexpression dans la cellule cible pennet de contrdler l'expression de g&nes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple fitre 
transcrites, dans la cellule able, en ARN compl&nentaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en prot&ne, selon la technique d&rite dans le brevet EP 

30 140308. 

Comme indiqug plus haut, la sequence d'ADN hdtfrologue peut 6galement 
comporter un ou plusieurs ggnes codant pour un peptide antiggnique, capable de 
g£n£rer chez lliomme une rgponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, Tinventi n permet done la realisation de vaccins permettant d'immuniser 
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rhorame, notamment contre des microorganismes ou des virus. II peut s'agir 
notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus HTV 
du virus de Miepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore 
specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

Genendement, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 
sequences permettant l'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le 
peptide antigenique dans la cellule infectee. D peut s'agir des sequences qui sont 
natureUement responsables de l'expression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. D peut egalement s'agir de 
sequences d'origbe differente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou 
mfime synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De mSme, il peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome dun virus, y compris l'adenovuus utilisd. A cet egard, 
on peut citer par exemple les promoteurs des genes E1A, MLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'acthration, de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque le gene insert ne comporte pas de 
sequences d'expression, il peut etre insert dans le genome du virus defectif en aval 
dtoe telle sequence. 

Par ailleurs, la sequence d'ADN heterologue peut egalement comporter, en 
pamcuBer en amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetase dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fbnctionnelle, ou dWe sequence signal 
artificielle. 

Comme indique ci-avant, les vecteurs de llnvention possedent au moins 1W 
des genes E2, E4, L1-L5 non fonctionnel. U gene viral considere peut €tre rendu non 
fonctionnel par toute technique connue de lliomme du metier, et notamment par 
suppression, substitution, dfletion, ou addition dWe ou plusieurs bases dans le ou les 
genes considered. De telles modifications peuvent 6tre obtenues invitm (sur de I'ADN 
isole) ou iiLam, par exemple, au moyen des techniques du genie gen&ique, ou encore 
par traitement au moyen d'agents mutagenes. 

Parmi les agents mutagenes, on peut citer par exemple les agents physiques 
tels que les rayonnements energetiques (rayons X, g, ultra violet, etc.), ou les agents 
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Up^mvendonconcemeegatanenttotte compoiuon ph^nMceudoue 
Us compost pbann^ou* de ZJZ 
-»«— « im^tnus™^ soos^ im™^ .Jdenn^T^* 
Prsf&entiellement, la composition phanmuwtioue contfcnt do veBcules 
P^uber d. sohflon, .dines (phosph,,. mono^ disco^^T d" 

soi^^tll^ * " y!i0lC * iW " «— * 

j ~J* Sd ° M * " ,aW " P"* Section peuvent etrc adapties en ftaction 

^^■--^ * 'IJ- » expnme,, . ^ de „ durf. du .aitem^ 
DW mamer. ge^enOe, les ad^novous s^ota*. ^ ^ 

^ « ^dn^ sous W d. doses comprises «^ ,04 « 10" pm/mt e. de 
4 10,0 — »* CPUO,. Smmng urn,-) coLs^ 

*- soM™, de « «, d^ pa, infed d JTcl* 
-PP-OP"* « g^emen. apt* 5 joun, * nom*. depute, d. 
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cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d*une solution virale 
sont bien documenttes dans la literature. 

Selon la sequence d'ADN heterologue insiree, les adenovirus de Invention 
peuvent fitre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
5 incluant les maladies gdndtiques (dystrophic fibrose cystique, etc), les maladies 
neurogegendratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
aux ddsordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SID A, etc), etc. 

La presente invention sera plus complement decrite i l'aide des exeraples 
10 qui suivent, qui doivent Stre consider comme iUustratifs et non limitatife. 

Figure 1 : Organisation genetique de l'adenovinis Ad5. La sequence complete de 1'AdS 
est disponible sur base de donnees et perroet & rhomme du metier de seiectionner ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
15 Figure 2 : Carte de restriction de l'adenovinis CAV2 souche Manhattan (d'apris 
Spibcy et al predte). 

figure 3 : Construction de virus d&ectifs de Invention par ligature. 
Figure 4 : Construction d*un virus recombinant portant le g£ne E4. 
Figure 5 : Construction d*un virus recombinant portant le g&ne E2. 
20 Figure 6 : Construction et representation du plasmide pPY32. 
Figure 7 : Representation du plasmide pPY55. 
Figure 8 : Representation du plasmide p2. 

Figure 9 I Representation du plasmide intermediaire utilise pour la construction du 
plasmide pITRL5-E4. 
25 Figure 10 : Representation du plasmide pITRL5-E4. 

Technimies gfrifo-ales de hinWie moter nlai™ 

Les methodes classiquement utilises en biologie moieculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cerium, reiectrophortse sur gels d'agaiose ou d'acrylamide, la 
30 purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
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I'&hanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de Wiomme de mdtier et sont abondament ddcrites dans la literature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
5 Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la s&ie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent gtre s£par£s selon lair taille 
par Sectrophor&se en gels d'agarose ou d'acrylamide, extraits au ph&ol ou par un 
10 melange ph&aol/chlorofonne, prfcipit& & l'&hanol puis incubus en presence de I'ADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extrfmit6s 5' pro&ninentes peut §tre effectud par le 
fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectude en presence 
15 de I'ADN Polym&ase du phage T4 (Biolabs) utilis6e selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremity S' proeminentes est effectuee par un trahement 
m6nag6 par la nuclease SI . 

La mutag6n&se dirigde in vitro par oIigod£oxynucl6otides synth&iques peut 
etre effectute selon la mdthode d^veloppde par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. Jl 
20 (1985) 8749-8764] en utilisant le Idt distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
-ffiolymfease-catalyzed Chain Enaction, Saiki R.K. et al, Science 220. (1985) 1350- 
1354; Mullis KJB. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 121 (1987) 335-350] peut fitre 
eflfectute en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
25 specifications du fabricant 

La verification des sequences nucl6otidiques peut gtre effectute par la m&hode 
d6vdopp6e par Sanger et al. IProc. Natl. Acad. Sd. USA, 24. (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribug par Amersham. 

Lignfes cellulflires utilises 

30 Dans les exemples qui suivent, les lignfes cellulaires suivantes ont ou peuvent 

etre utilises : 

- Lign6e de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette iign^e contient notamment, int£gr£e dans son g&iome, la partie 
gauche du gdnome de rad&iovirus humain Ad5 (12 %). 
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- Lign£e de cellules humaines KB : Issue d'un carcinome gpidermique huroain, 
cette lignte est accessible & I'ATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture. 

- Lignge de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de I'dphhelhim 
5 humain, cette lignee est accessible & l'ATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

permettant sa culture. 

- Lignte de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont &6 d6crites notamment par Macatney et al., Science 44 (1988) 9. 

- Lignte de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
10 Cette lignte est constitute de cellules Hela portant le gtoe E2 d'adfoovirus sous le 

controle du LTR de MMTV. 



EXEMPLES 
Example 1 

Cet exemple d&nontre la faisabilite d'un adenovirus recombinant ddpourvu de 
15 Fessentiel des ggnes viraux. Pour cela, une s£rie de mutants de dfidtion dans 
l'ad&iovirus a 6t€ construhe par ligation in vitro, et chacun de ces nqrtants a 6t6 co- 
transfecte avec un virus helper dans les cellules KB. Ces cellules ne permettant pas la 
propagation des vims d&ectifs pour El, la transcomplementation porte sur la region 
El. 

20 Les diflfcrents mutants de d&dtion ont €t€ prtparis & partir de l'addnovinis 

AdS par digestion puis ligation in vitro. Pour cela, l'ADN viral d'Ad5 est isote selon la 
technique dterite par lipp et al. (J. Virol. 63 (1989) 5133), soumis & digestion en 
presence de diffdrentes enzymes de restriction (Cf figure 3), puis le produh de la 
digestion est ligaturg en presence de T4 DNA ligase. Lataille des diflfcrents mutants de 

25 ddlfition est ensuite controls sur gel SDS agarose 0,8%. Ces mutants sont ensuhe 
cartographies (Cf figure 3). Ces diflKrents mutants component les regions suivantes : 
mtl : Ligation entre les fragments d'AdS 0-20642(SauI) et (SauI)33797-35935 
mt2 : ligation entre les fragments d'AdS 0-19549(NdeI) et (Ndel)3 1089-35935 
mt3 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-10754(AatH) et (AatH)25915-35935 

30 mt4 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-1 13 1 l(MluI) et (MluI)24392-35935 
mt5 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-9462(SalI) et (XhoI)29791-35935 
mt6 : Ligation entre les fragments d'AdS 0-5788(XhoI) et (XhoI)29791-35935 
mt7 : ligation entre les fragments d'AdS 0-3665(SphI) et (Sphl)3 1224-35935 
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Chacun des mutants prepares ci-dessus a ete co-transfect£ avec l'ADN viral 
de Ad.RSVBGal (Stratford-Perricaudet et al., J.ClinJnvest. 90 (1992) 626) dans les 
cellules KB, en presence de phosphate de calcium. Les cellules ont 6ti r£colt6es 8 
jours aprfcs la transfection, et les surnageants de culture ont it6 r£colt6s puis amplifies 
5 sur cellules KB jusqu'i I'obtention de stocks de SO boites pour chaque transfection. A 
paitir de chaque A&antillon, l'ADN dpisomique a 6t6 isote et s£par£ sur gradient de 
chlorure de cesium. Deux bandes distinctes de vims ont 6t& observes dans chaque 
cas, pr61ev6es et analyses. La plus lourde correspond & l'ADN viral de Ad.RSVBGal, 
et la phis Ugere k l'ADN du vims recombinant g€a€r6 par ligation (figure 3). Le titre 
10 obtenu pour cette dernfcre est d'environ 1 0 8 pfii/ml. 

Une seconde sdrie de mutants de delation dans Taddnovims a 6ti construite 
par ligation in vitro selon la mfime methodologie. Ces diffSrents mutants component 
les regions suivantes : 

mt8 : Ligation entre les fragments 0-4623(ApaI) d'Ad RSVBGal et (Apal)31909- 
15 35935 d'Ad5. 

mt9 : Ligation entre les fragments 0-10178(BgIII) d'Ad RSVBGal et (BamHI)21562- 
35935 d"Ad5. 

Ces mutan t s, portant le g&ne LacZ sous controle du promoteur LTR du virus 
RSV, sont enshite co-transfectes dans les cellules 293 en presence de l'ADN viral de 
20 H2dl808 (Weinberg et al., J. Virol. 57 (1986) 833), qui est d6l&6 de la region E4. 
Sdon cette seconde technique, la transcompl6mentation porte sur E4 et non plus sur 
El. Cette technique permet ainsi de g&i6rer, comme dteit ci-dessus, des virus 
reco mb ina nt s ne poss&dant comme gene viral que la region E4. 

Extmnle? 

25 Cet exemple d6crit la preparation d'ad&iovirus recombinants ddfectifs selon 

Knvention par co-transfection, avec un virus helper, de l'ADN du virus recombinant 

incorporg & un plasmide. 

Pour cela, un plasmide portant les ITR jointives de 1'AdS, la sequence 

d'encapsidation, le gene E4 sous controle de son propre promoteur et, comme g£ne 
30 hdtfrologue, le gtee LacZ sous controle du promoteur LTR du virus RSV a 6t6 

construit (figure 4). Ce plasmide, d&ign6 pE4Gal a &6 obtenu par clonage et ligature 

des fragments suivants (voir figure 4) : 
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(pb 34); 32) a K 

10 duLTRduvimsRSV. ^ « ^gment porte le g<be LacZ sous controle 

Pour cela, un plasmide portant les ITR i„!,^ M * „. 
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gene hiterologue. le gene UcZ sou, du 

desSigmentssuivants (voir figure 5): ™>nage a ligature 

2077). Ce fragment porte les sequences TTR de PAd5 en t£te a aueue et k 
^^•^c^^ : ir^HinaTn (34920^(352). ^ 

^ ^ - «*gn»t de P SP 72 (rronKga) ^Hs «« !es s«« Prt (p b 32 ) « m 

- fragment Xttol-Xbal du plastnide pAdLTR GaQX decrit dans Stratfhni 
Pemeaudet et al (Id 90 (19M1 ma r~. «_ ""^ Stratfcrd- 

du LTR du virus RSV n . Z , T ^ TOM P 0116 '* 8*ne LacZ sous corn** 
pSP ^ ' ^ ^ " ^ dK * K ^ C34) « XW du pl^rnid. 

BamHI (pb^o)™ 01 ^* ^ ^ ffroraega) compris emre ies sites Xbal (pb 34) et 
• fragment BamHI (pb 21606) - Smal (pb 27339) de YAAi r.*. 

doneaunr^de SKWB ^(46 1 etE«>RV* 1 pl MIn! d ei)S ; 72 P 

- fregmentEcuRV (pb 81) - Kudm (pb 16) du ptosmide pSP 72. 

finserdon d'ADN betfrologue d= *«, PenM ' 
q»« « tonnes p llB naut. Par aineurs, „ virus ^ 
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issues du plasmide interm&liaire, qui peuvent ^ . ^ 



•voirrecooniuavtohd™ Ce* vi™ * fl **» poor ces ^(ons, sans 

<*cn.e dans PNAS 90 iT^"* " f0n " e 

MMTV p^ pJZZ^^: " <« van** du UK de 

T * message, prfcoce du vta w« A . °" m, * ! " 

* en* le gene de la *JLJ7Z*^ f" ^ « 

1. Cellules 293 possedant Ie gene de la 72K A- u ^ Z 
controleduLTRdeMMTV; 6 * 72K de 18 E2 d'Ad5 sous 

2. Cellules 293 possedant le gene de la 72K Ha is a • ~ 

61 ,a r ^ on 24 sous controle du LTR de MMTV; 
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4. Cellules 293 possedant Ie gene de la 17K a. i ^ 

controleduLTRdeMMTV IareirionE4 1 T K d,Ad5 

« , 1 v > ia region E4 sous controle dnTTD^mrmr 

dur&epteurauxglucocorticoides- ntro teduLHUeMMTV, etlegene 

pn^p^^ D ^~ te ^B'A«B 1 B SMSCOMrotedetalr . 
8. CeOuIes gm DBP6 possedant les regions E1A et PJR «. 

Exemp t < 

d= fend d. o^p,! « J^™* °r™ aB ' M!M «*««.W. 
"^temncedenovtasj^ ^ ^ ^ P*"**, . de, a** 

P^nid, Wper (TOir J^",^ ~ ^ ««— — -c m 

complementante (exemple4). moyen lignee 

5. 1 Construction du plasmide pPY55 
a) Construction du plasmide pPY32 



WO 95/02697 

PC1YER94/00851 

19 

LefiBgmentAvrn.BcndupIasmidepFG144rFT 
0989^ 2077 7n»ci ~ P^oi44 Graham et al. EMBO J ft 

g&ome de 1'adenovirus Ads t - a, , ™ _ extremity droite du 

»-.«_., Ad5 - " fragment HaelH-Sall du olasmide «i*vm - • 

rextrenute droite du cenom* v.aa • piasmiae pPY23 qui contient 

et Clal du plasmide PPY29 nr^nai* a ~ 5 * aBulteetecl '»<«<>»I«. sites Xbal 
BamHI du plasmide pPY31 et I* « itt . . 5111,66 611116 Ie ate 

action : d.^^iTi 30111 une — * 

caiBct&istique du plasmide oPY32 J* L * ^ 4 1,1 R8ure * Un6 
qu ou piasm.de pPY32 est quU poss^de des sites Sail et Xbal uniques. 

b) Construction du plasmide pPY47 
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plasmide pPY34. Une caractenstique de ce plasmide est que le site BamHT 

du multishe de clonaae est inmi;.* a • • , • amHI P rov enant 

plasmide pPY34 ce o.,; <*^a~ , , . , 51168 aam HI ct Hindm du 

(figure 7). 8 CSt ,0Cabs * 4 P«wmit6 du site Hindm 

c) Construction du plasmide pPY55 

«B-«e pour rbbtenfio. d^TOrinTZ^™ «* <SreoteraM 

/-ixi-u: . ovmis recombinants au moins dddtes nn»r i Q ^ 
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0) L'ADN du virus Ad-dl324 (Thimmappaya et «L Cell 31 nam m t , 
plasnude P PY55, tous deux digeres par BamHLsont * k } } " l * 

cotrunsfectes avec le plasnide ^LlTrf, T ^ " ^ 

fin T 'a^a (dfcnt *" ^ 2 > ^ les cellules 293 

(u)LADNduvmisAd-dl324diB^renarFr«PT-i • 68 ^ 

(iiO L ADN de l'adenovirus Ad5 et le plasmide pPY55 tone ,w ,,■ ^. 
Crv) L'ADN de l'adenovirus Ad5 digere oar E^bt ^ i , 

Phases ouvertes ORF6 et ORF6/7 1 .7 ! t AJ ^™ * gaIement les 
promoteur par exZle in( f!^ * MS S0US «>ntr61e d"un 

adenovirus Ad5. De telles Lgnees ont ete decrites dans 1'exemple 4. 

Un virus recombinant delate pour les reeions El in * 
par ligation in vitro o» «„ u- El, E3 et E4 peut done etre obtenu 

QuCe 30^^ -* 
une^t cytopafcioue (indi^ -^^^^7^ ? 
transfection dans les cellules utilisees Les cellule, ont ° W ^ 

trois cycles de congelation-deconT^ ^1 ** ^ 

rpm pendant 10 mLtes iTZf * 1 ^ ^ centri& 8^ * 4000 

celluL^che(Zl" 2 9t D in 0btenU 8 ^ ** ^ ■*» 

(cellules 293 pour les protocoles a) et cellules 293 exprimant la region E4 
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pour le protocole b)). Les vims ont alors &e purifies * Dartir „ , 

analyst selon la methode de Krt (pr**,) L ^1 d« ? * ^ ^ « 

gradient dechlomrede cesium. d<5 ^ 8001 ^ sur 

5 

psrttaiBeremem ■wmtago, , a f" M f ^ " « E4. Ces vecteurs som 

conplernemaiite. B meat etre prepares a, ^ ^ 

15 «1 Comtnraioii<iupIasmi<lep2 

sites Xhal 08592) a Avrr a^ZZ,! , f 8n * B «" les 

•Alpok fibre sous coJT., ^ c01 ^«l*» 

, un site ffindm 

3.0.9 * ttooJtZZ^Z* h J b "*'* ta * - P-£ 
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AAGCTTft'ggAAGCGCGCAAGACCGTCTGAAGATACCTTCAACCCCGTGTAT ggAT&'Pfi 

Les sites Hindm, en 5', et NdeL en 3', sont soulignes en simple, l'ATG de la fibre est 
souligng en double. 

Un fragment Sspl-Hindm contenant la sequence du proraoteur MLP suivie 
du tripartite leader de l'adenovirus Ad2 a &6 isole a partir du plasmide pMLPIO 
(Ballay et al., (1987) UCLA Symposia on molecular and cellular biology, New series, 
Vol 70, Robinson et al (Eds) New-York, 481). Ce fragment a &e insert avec^ 
1'oligonudeotide de 58 pb decrit ci-dessus entre les sites Ndel et EcoRV du plasmide 
pICl9R, pour donner un plasmide intermediaire (voir figure 9). Le fragment SacII 
(rendu blunt>NdeI du plasmide pE4Gal (exemple 2) a ensuite 6t6 introduit dans le 
plasmide intermediaire entre les sites Sspl et Nddel pour generer le plasmide pITRL5- 
E4 (figure 10). 

6.3 Preparation des adenovirus recombinants deTecths comprenant une 
deletion dans les regions El, E3, L5 et E4. 

a) Preparation par co-transfection avec un virus helper dans les cellules 293 
Le principe repose sur la transcomplementation entre un "mini-virus" (virus 

helper) exprimant la region L5 ou les regions E4 et L5 et un virus recombinant delete 

au moins pour E3, E4 et LS. 

Ces virus ont 6t6 obtenus soit par ligature in vitro, soit apres recombinaison in 
vivo, selon les strategies suivantes : 

(i) L'ADN du virus Ad-dl324 (ITiinimappaya et al., Cell 31 (1982) 543) et le 
plasmide p2, tous deux digeres par BamHI, ont tout d'abord ete ligatures in vitro, puis 
cotransfectes avec le plasmide helper pITRL5-E4 (exemple 6.2.) dans les cellules 293. 

(ii) L'ADN du virus Ad-dl324 digeri par EcoRI et le plasmide p2 digere par 
BamHI sont contranfectes, avec le plasmide pITRL5-E4, dans les cellules 293. 

(ffi) L'ADN de l'adinovirus Ad5 et le plasmide p2, tous deux digeres par 
Bamm, sont ligatures puis cotransfectes avec le plasmide pITRL5-E4 dans les cellules 
293. 

(iv) L'ADN de Tadenovirus Ad5 dig6r6 par EcoRI et le plasmide p2 dige>6 
par BamHI sont cotransfectes avec le pITRL5-E4 dans les cellules 293. 
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REVFMr»Tr^ mi o L 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

5 ' m ^"ence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN necrologue 

et au moios un des genes' E2, E4, Ll-LS est noo fbnctionael 

^tC^^* 1 "^' ------ 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caract.w ~ 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN necrologue, et 

-uner^onportantlegeneouunepartiedugeneE2. * 

8. Ad^novhus selon la revendication 1 caractdrise en ce qu'il comprend • 

- les sequences ITR, comprend . 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN necrologue, et 

- une region portant le gene ou une parte du gene E4 



15 
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hdtdrologue. -»™°nnei 8008 controle (fun 

promoteur 

«m>ler express™ de genes ou h tnmscripUoo d'ARNn cellutares. 
«! «« dADN heterology coa-pread eg*™* des 
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voies de 

23- Ugnfc ceUulaire selon les revendkations 19 i 22 i 

26. Lignfc ceUulaire selon les revocations 19 k 25 

gene E2 code pour la proteine 72K. «tactensee en ce que le 

27. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 26 ct*^ ^ 
estobtenuei P artirdelalign6e293. catactensee en cequ'elle 
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•u. • ^ C T 0Siti0n phannaceuti{ J ue selon la revocation 28 comprenant u* 
adenovirus recombinant selon Fune des revendications 5 a 10. 

comprenant **" * 28 - » 

injectoble. P^eutujuement acceptable pour une formulation 
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